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Rak je bolezen, ki nastane zaradi nenadzorovane in nenormalne rasti celic. Zanj obstaja kar 
nekaj oblik zdravljenja, med novejše spada tudi imunoterapija, katere temelj je ponovna 
vzpostavitev ravnovesja imunskega sistema. Indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1) je hem 
vsebujoča oksidoreduktaza, ki katalizira razgradnjo L-triptofana do L-kinurenina in 
toksičnih kinureninskih derivatov, kar lahko vodi do zaviranja imunskega odgovora in 
širjenja tumorja. Z novimi odkritji imunosupresivnih funkcij in vloge IDO1 pri imunskem 
pobegu rakavih celic, so prepoznali aktivnost encima v korist raku. Iz tega razloga 
predstavlja IDO1 zanimivo tarčo za razvoj protirakavih učinkovin. Zaviranje encima 
predstavlja inovativno in obetavno strategijo za zdravljenje številnih vrst raka. Kar nekaj 
zaviralcev, ki so trenutno v kliničnih študijah, se bo v prihodnosti morda lahko uporabljalo 
kot podpora pri zdravljenju raka.  
V magistrski nalogi smo na osnovi že znanega zaviralca IDO1 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-
1(2H)-il)-2-oksooetil)-3-(4-fluorofenil)isoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, ki je bil 
predhodno odkrit z virtualnim rešetanjem, v okviru petstopenjske sinteze pripravili sedem 
končnih spojin. Vse končne spojine so si med seboj strukturno podobne, saj temeljijo na 
enakem osnovnem skeletu 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onu, na 
katerega smo preko amidnega dušika pripenjali različne substituente. Končnim spojinam 
smo s pomočjo analitskih metod potrdili istovetnost in čistost, z biokemijskim testiranjem 
pa smo preverili zaviralno aktivnost le-teh na encimih IDO1, indolamin 2,3-dioksigenazi 2 
(IDO2) in triptofan 2,3-dioksigenazi (TDO). 
Nobena od končnih spojin, ki smo jih testirali, ni izkazovala tolikšne zaviralne aktivnosti, 
da bi ji bilo smiselno določiti IC50. Najboljši rezultat smo dobili pri spojini 3-(4-fluorofenil)-
5-(4-nitrobenzil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onu (spojina 8), ki je pri koncentraciji 
100 µM dosegla 24 % zaviranje encima IDO1. Z našo študijo smo dokazali, da je za 
zaviralno delovanje na IDO1 nujno potrebna prisotnost amida pri substituentih, ki jih 
pripenjamo na osnovni 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onski skelet. 




Cancer is a disease caused by uncontrolled and abnormal cell growth. There are quite a few 
ways of treatment with immunotherapy being the most recent one, which is based on the 
restoration of the immune system's balance. Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) is a 
heme-containing oxidoreductase that catalyzes the breakdown of L-tryptophan to L-
kynurenine and later toxic kynurenine derivates, which can lead to the suppresion of the 
immune response and tumor spread. With new discoveries of immunosuppressive functions 
and the role of IDO1 in the immune escape of cancer cells, the scientists identified the 
activity of the enzyme in favor of cancer. For this reason, IDO1 represents an interesting 
target for anticancer drug development. IDO1 inhibition is thus an innovative and promising 
strategy for the treatment of many types of cancer. There are quite a few inhibitors in clinical 
studies that could be used in the future to support cancer treatment.  
In this Master's thesis, we synthesized seven final compounds using five-step synthetic 
procedure, on the basis of a known IDO1 inhibitor 5-(2-(3,4-dihydroquinolin-1(2H)-yl)-2-
oxoethyl)-3-(4-fluorophenyl)isoxazolo[5,4-d]pyrimidin-4(5H)-one, previously discovered 
by virtual screening. All final compounds are structurally similar to each other as they are 
based on the same basic scaffold 3-(4-fluorophenyl)isoxazolo[5,4-d]pyrimidin-4(5H)-one, 
to which various substituents were attached via the amide nitrogen. The identity and purity 
of the final compounds were confirmed by analytical methods, and their inhibitory activity 
on the IDO1, indolamine 2,3-dioxygenase 2 (IDO2) and tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO) 
enzymes was evaluated by the biochemical assay. 
None of the final compounds exhibited a sufficient inhibitory activity that it would make 
sense to determine IC50 values. The compound 3-(4-fluorophenyl)-5-(4-
nitrobenzyl)isoxazolo[5,4-d]pyrimidin-4(5H)-one compound (8) showed the most potent 
inhibitory effect on IDO1 with 24 % inhibiton at the concentration of 100 µM. With our 
study we proved that the presence of an amide moiety in substituents attached to 
isoxazolo[5,4-d]pyrimidin-4(5H)-one is essential for potent IDO1 inhibitory activity. 
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1.1 SPLOŠNO O RAKU 
Rak je eden izmed glavnih javnozdravstvenih problemov tako v Sloveniji kot tudi v drugih 
delih sveta. Obsega skupino bolezni, za katere je značilna nenadzorovana in nenormalna rast 
telesnih celic [1]. Tkivo se ves čas obnavlja za ohranitev zdravega organizma, za kar pa je 
potrebna celična delitev, saj imajo celice omejeno življenjsko dobo. Včasih pa pride do 
nenadzorovane in prekomerne delitve in kopičenja celic, čemur lahko sledi nastanek 
tumorja. Tumorje delimo na benigne in maligne, od katerih so prvi grajeni iz celic, ki so 
podobne normalnim in imajo omejeno sposobnost rasti ter jih običajno enostavno 
odstranimo z operacijo, maligni pa so rakave tvorbe iz nenormalnih celic, ki se 
nenadzorovano delijo in širijo [2]. Rakave celice se lahko pojavijo v skoraj kateremkoli tkivu 
in lahko prodirajo v okoliško tkivo in druge organe s krvjo in limfo, kjer nastanejo zasevki 
oziroma metastaze rakavega tkiva, ki so eden glavnih razlogov za smrt [3]. Danes vemo, da 
je rak drugi najpogostejši vzrok smrti prebivalcev Slovenije in drugod po svetu [4]. 
Vzroke za nastanek raka ter za katero vrsto raka bo posameznik zbolel, je težko določiti. 
Spremembe celic so lahko posledica več dejavnikov, ki jim rečemo dejavniki tveganja in 
prispevajo k večji možnosti obolenja za rakavo boleznijo [4, 5]. Gre tako za dejavnike okolja, 
načina življenja, dedne nagnjenosti in naključja [6]. Izpostavljenost posameznemu dejavniku 
še ne pomeni, da bo posameznik zagotovo zbolel, predstavlja pa povečano tveganje za 
obolenje [4]. Kar polovica vseh rakov danes je posledica načina življenja (kajenje, nezdrava 
prehrana, prekomerno pitje alkohola, nezadostna telesna aktivnost) in dejavnikov okolja 
(biološki: okužbe z virusi, bakterijami, paraziti; kemični: azbest, tobačni dim, aflatoksini v 
prehrani, arzen v pitni vodi; fizikalni: ultravijolično in ionizirajoče sevanje) [7, 8]. 
Glavni načini zdravljenja raka so kirurgija (neposredna odstranitev tumorja), obsevanje 
(radioterapija), zdravljenje z zdravili (kemoterapija), gensko zdravljenje in imunsko 
zdravljenje. Pogosto zdravljenja kombiniramo [9]. Kljub nenehnemu razvoju in napredku 
najrazličnejših načinov zdravljenja pa z njimi ne dosegamo zadovoljive kvalitete življenja 
bolnikov in bistvenega podaljšanja preživetja, zato se raziskovalci usmerjajo v razvoj novih 
pristopov zdravljenja [10]. Največ novosti je ravno na področju imunoterapije raka, ki 
spodbuja telesu lastne mehanizme, da delujejo proti rakavim celicam [10]. 
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1.2 IMUNOTERAPIJA RAKA 
Temelj novih pristopov zdravljenja raka predstavlja ponovna vzpostavitev ravnovesja 
imunskega sistema, ki je pri onkoloških bolnikih porušeno. Imunsko neravnovesje se kaže v 
porastu števila regulatornih imunskih celic, kar omogoča razvoj in vzdrževanje neželene 
tolerance na tumorske antigene, zaradi česar bolnikov imunski sistem ne zmore obvladati 
razrasta novih tvorb. Zato je ravno normalno delovanje imunskega sistema ključno za 
uspešno zdravljenje [11]. 
Imunski sistem se na rakave celice lahko odzove na dva različna načina: odzove se na 
tumorsko-specifične antigene (molekule, ki so unikatne za rakave celice) ali na s tumorjem 
povezane antigene (molekule, ki se pri rakavih celicah drugače izražajo kot pri normalnih) 
[12]. Tumorji, ki jih povzročajo virusi, vsebujejo virusne antigene, ki služijo kot tumorski 
antigeni [13]. 
Imunsko zdravljenje se deli na: 
 nespecifično imunomodulacijo, 
 aktivno imunizacijo s tumorskimi cepivi in 
 adoptivno T-celično terapijo [14]. 
Nespecifična imunomodulacija spodbuja vnetja [14]. Primer je aplikacija bakterije 
Bacillus Calmette-Guérin neposredno v tumor, ki se uporablja za zdravljenje karcinoma 
mehurja [15]. Pod nespecifično imunomodulacijo spada tudi zdravljenje s citokini [15]. 
Primer je aplikacija interlevkina (IL) 2 z namenom razmnoževanja naravnih celic ubijalk in 
celic T in vivo, vendar je to zdravljenje zelo toksično, zato se ne uporablja [16]. Zdravimo 
lahko tudi z monoklonskimi protitelesi, ki jih namnožimo ex vivo [15]. Tarče monoklonskih 
protiteles so bodisi tumorski antigeni ali molekule, ki jih tumorji proizvajajo za lastno 
preživetje (npr. vaskularni endotelijski rastni dejavnik in transformirajoči rastni faktor β) in 
imunske celice na mestu tumorja [14]. 
Aktivna imunizacija izzove protitumorska protitelesa in celice T v bolniku [14]. Uporablja 
protitumorska cepiva, ki izražajo/vsebujejo tumorske antigene [16]. Uporabimo lahko celice, 
proteine, peptide in imunizacijske vektorje [13]. Sicer pa imunosupresivno mikrookolje 
tumorja zavre učinek terapevtskih cepiv tako med indukcijo imunosti kot tudi v efektorski 
fazi odziva [13]. Eden izmed načinov za izboljšanje indukcije imunosti je blokiranje 
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negativnih regulatorjev aktivacije efektorskih celic T [13]. Kar velik uspeh so pri tem 
pokazali zaviralci kontrolnih točk.  
Pod zdravljenje z adoptivno T-celično terapijo spada celično imunsko zdravljenje, kjer z 
intravensko aplikacijo avtolognih ali alogenskih krvotvornih matičnih celic zdravijo 
hematopoetske maligne bolezni po delni ali popolni odstranitvi bolnikovih imunskih celic 
[14]. Specifični celično posredovani imunski odziv na tumorske antigene izvaja več različnih 
vrst efektorskih celic, kot so citokine izdelujoče celice T pomagalke (CD4+) TH1 in TH2, 
citotoksični limfociti T CD8+ (celice T ubijalke), tudi nespecifične celice, zlasti makrofagi, 
nevtrofilci, eozinofilci, naravne celice ubijalke in dendritične celice [14]. 
Med prisotnimi terapijami raka so se ciljno usmerjena biološka zdravila proti raku izkazala 
kot učinkovita pri nadziranju napredovanja številnih rakavih obolenj in lahko bistveno 
izboljšajo kakovost življenja in preživetje bolnikov [17]. Biološka zdravila običajno ciljajo 
specifični antigen ali signalno pot, ki je vključena v napredovanje raka [17]. Že prej 
omenjena monoklonska protitelesa so ena izmed hitreje rastočih segmentov bioloških zdravil 
proti raku. Več kot 10 inovativnih monoklonskih protiteles je bilo že odobrenih s strani 
ameriške Agencije za hrano in zdravila in Evropske agencije za zdravila [17]. Kljub vsem 
dosežkom na področju bioloških zdravil proti raku pa imajo biološka zdravila kar precej 
pomanjkljivosti. 
1.2.1 PRIMERJAVA BIOFARMACEVTIKOV IN MAJHNIH MOLEKUL 
Biološka zdravila se od sinteznih zdravil razlikujejo v veliko pogledih. Razlike med dvema 
skupinama so izvor izdelka, izvor aktivnosti, biološka uporabnost, struktura, način izdelave, 
sestava, odmerjanje, formulacija, ravnanje z zdravilom, pravice intelektualne lastnine, 
pravni predpisi, trženje in druge [18]. Biološka zdravila so velike molekule, ki jih proizvajajo 
živi organizmi in so strukturno zelo zapletena [19]. Zaradi bioloških razlik med 
ekspresijskimi sistemi in različnih pogojev pri proizvodnji lahko pride do določene stopnje 
različnosti med različnimi serijami istega izdelka, zato je za zagotavljanje skladnosti izdelka 
nujno potrebno spremljanje nihanja sprememb med šaržami in parametrov, ki morajo biti 
znotraj določenih specifikacijskih meja [20]. Ene izmed glavnih pomanjkljivosti bioloških 
molekul so njihova občutljivost na razgradnjo v prebavnem traktu in omejena permeabilnost 
skozi črevesni epitelij, zato se jih večinoma aplicira parenteralno, kar pa s strani pacienta 
večinoma ni najbolj zaželena pot aplikacije. Biološka zdravila zahtevajo kompleksne 
stabilizacijske sisteme zaradi občutljivosti na temperaturo ter imajo zapletene mehanizme 
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delovanja [18]. Biološka zdravila so potencialno imunogena. Celo zelo majhne razlike v 
strukturi molekule lahko zelo občutno vplivajo na imunogenost zdravila. Ravno tako so 
lahko imunogene tudi nečistote, povezane s procesom in proizvodom. Problematična so tudi 
s strani registracije. Regulatorni organi imajo namreč za biološka zdravila posebne zahteve 
in pravila, saj lahko najmanjša sprememba v proizvodnji pomeni potrebno ponovno 
izvajanje kliničnih preizkušanj [21]. Ravno tako je proces proizvodnje takega zdravila del 
patenta in je predmet obravnave s strani regulatornih organov [21]. Slabost bioloških zdravil 
je tudi njihova visoka cena, zaradi katere si jih marsikateri bolnik ne more privoščiti. Zaradi 
visokih stroškov raziskav, razvoja, zelo občutljivih in težavnih proizvodnih procesov so 
veliko dražja kot majhne, enostavne molekule, zato je vprašljiva njihova stroškovna 
učinkovitost [22]. 
Zadnje čase se odvija vse več raziskav na področju zdravljenja raka z majhnimi molekulami. 
Te so bolj učinkovite pri permeabilnosti skozi tkiva in zadrževanju v tumorju v primerjavi z 
velikimi monoklonskimi protitelesi [23]. Nizkomolekularni zaviralci lahko ciljajo na tarče 
tako znotraj kot zunaj celice, saj imajo sposobnost prehajanja v citoplazmo [24]. Majhne 
molekule so veliko cenejše in zahtevajo manj zapletene procese za razvoj in proizvodnjo 
[25]. Velika prednost majhnih molekul je peroralna aplikacija. Sicer pa zahteva predklinični 
razvoj majhnih molekul obširno znanje o določeni tarči pri določenem raku [26]. Stranski 
učinki majhnih molekul v primerjavi z biološkimi zdravili so blagi in so običajno 
dermatološki ali prebavni [23]. Trenutno je kar nekaj majhnih molekul z imunomodulatornih 
učinkom proti raku v zgodnji fazi razvoja (Preglednica 1) [23]. 
Preglednica 1: Majhne molekule z imunomodulatornim delovanjem na trdne tumorje [27]. 
Kategorija Mehanizem delovanja Klinični kandidati ali 
zdravilne učinkovine 
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Zavirajo katalizo fosforilacije 
preostankov tirozina in treonina v 





Zavirajo encimsko odstranjevanje 















Zavirajo tumor nekrotizirajoči faktor 







Sprožijo imunost/aktivnost celic T in 
















1.3 ZAVIRALCI IMUNSKIH KONTROLNIH TOČK 
Kontrolne točke imunskega sistema skrbijo za natančno uravnavanje spodbujanja in 
zaviranja imunskega sistema [28]. Imunski sistem mora pri nastanku in napredovanju raka 
tumorsko celico prepoznati in odstraniti [29]. Za aktivacijo limfocitov T ni zadostna samo 
zaznava antigena, ampak so pri tem potrebne še številne molekule na njihovi površini, ki so 
kostimulatorne ali koinhibitorne in jim rečemo imunske kontrolne točke (Slika 1) [28]. 
Število teh je pri mnogih vrstah raka povečano, zato so se zaviralci imunskih kontrolnih točk 
izkazali kot učinkoviti pri zdravljenju različnih vrst raka [29].  
Označevalec pripadnosti (CD) 28 je kostimulatorni receptor na površini naivnih limfocitov, 
ki ob vezavi ligandov CD80/86, ki so prisotni na površini antigen predstavitvene celice, vodi 
v aktivacijo limfocitov T [30]. Aktivirani limfociti so CD4+ in CD8+ ter regulatorni limfociti 
T, ki na svoji površni izražajo tudi kozaviralni s citotoksičnimi limfociti T povezan protein 
4 (CTLA-4). Ta deluje kot zavora imunskega odziva in preprečuje prekomerno aktivacijo 
imunskega sistema [30]. Vezava CTLA-4 na celice T CD4+ in CD8+ povzroči zaustavitev 
celičnega cikla, na regulatornih celicah T pa ojača njihovo imunosupresivno delovanje [30]. 
Zaviranje aktivnosti CTLA-4 omogoča širitev populacije celic T, vključno s tistimi s 
protitumorsko reaktivnostjo [13]. Aktivirani protein programirane celične smrti 1 (PD-1), ki 
je kozaviralni receptor, zavira delovanje limfocitov T in s tem imunskega sistema, saj 
spodbuja apoptozo antigen specifičnih celic T in zavira apoptozo regulatornih celic T. S tem 
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preprečuje aktiven antitumorski odziv, kar posledično omogoča nemoteno rast in razvoj 
tumorskih celic [30]. Liganda 1 in 2 na receptorju programirane celične smrti 1 (PD-L1, PD-
L2) se bolj izražata (še posebej PD-L1) na antigen predstavitvenih celicah in tumorskih 
celicah [13, 30].  
Klinične raziskave faze I z agonistom CD28 so zaradi hujših neželenih učinkov prekinili, 
potekajo pa še vedno predklinične in klinične raziskave z učinkovinami, ki povečajo 
delovanje drugih kostimulatornih molekul, kot so CD134, CD178, CD137. Nekaj zaviralcev 
CTLA-4 in PD-1 pa že ima odobreno dovoljenje za promet (Preglednica 2) [31]. 
 
Slika 1: Shematičen prikaz kostimulatornih (zelene) in kozaviralnih (oranžne) molekul, ki 
se izražajo na limfocitih T, ter prikaz nekaterih molekul na tumorskih oz. antigen 
predstavitvenih celicah, ki se na te molekule vežejo. MHC II – poglavitni 
histokompatibilnostni kompleks razreda II, TCR – T-celični receptor, PD-1H – homolog 
programirane celične smrti 1, LAG-3 – limfocite aktivirajoči gen 3. Prirejeno po [28]. 
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1.4 INDOLAMIN 2,3-DIOKSIGENAZA 1 
Indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1) je znotrajcelična oksidoreduktaza, ki vsebuje hem 
(Fe2+) in katalizira začetno in omejujočo stopnjo pri razgradnji L-triptofana (L-Trp) [26]. 
IDO1 encim kodira Ido1 gen, ki se nahaja na kromosomu 8 [32]. Pri človeku ima IDO1 tudi 
evolucijski paralog indolamin 2,3-deoksigenazo 2 (IDO2) in funkcionalni ortolog triptofan 
2,3-dioksigenazo (TDO), ki katalizirata enako biokemično reakcijo, le da sta veliko bolj 
specifična za določena tkiva in se manj izražata kot IDO1, ki zavira njuno aktivnost [33]. 
Fiziološko se IDO1 izraža v številnih tkivih in celicah, kot so tanko črevo, pljuča, ženski 
genitalni trakt, posteljica, periferni limfni organi (bezgavke, vranica, mandlji) [34]. Kristalne 
strukture encima so pokazale, da aktivno mesto encima vsebuje dva lipofilna žepa, in sicer 
velik lipofilni žep A, v katerem je prostetična skupina hem, ključna za katalitično delovanje, 
in lipofilni žep B, ki predstavlja vhod v aktivno mesto [35]. Ta dva žepa se prilagodita obliki 
in velikosti zaviralca. Vezava liganda v kateregakoli od teh žepov lahko posledično povzroči 
konformacijske spremembe v IDO1 in blokira njegovo katalitično aktivnost [34]. 
1.4.1 KINURENINSKA PRESNOVNA POT 
IDO1 pretvori esencialno aminokislino Trp do N-formilkinurenina (NFK), zaradi 
molekularnega kisika (O2) pa se indolni obroč encima odpre [36]. Ta encim deluje na večih 
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triptofanskih substratih poleg L-Trp, vključno z D-Trp, 5-hidroksitriptofanom, triptaminom 
in serotoninom [37]. V naslednji stopnji se kinurenin (Kyn) pretvori v druge aktivne 
metabolite, kot so hidroksikinurenin, antranilna kislina, kinurenska kislina, 3-
hidroksiantranilna kislina, kinolinska kislina, pikolinska kislina [34]. Pri tem sta dva končna 
produkta te poti nikotinamid adenin dinukleotid in adenozin trifosfat, ki sta gonilni sili in 
pomembna regulatorja celičnega metabolizma [34]. 
 
Slika 2: Biokemična funkcija in regulacija IDO1 (prirejeno po [34]). 
1.4.2 REGULACIJA AKTIVNOSTI IDO1 
Aktivnost IDO1 je regulirana predvsem na nivoju transkripcije. Gen-regulatorni protein, ki 
omogoča uravnavanje izražanja informacijske ribonukleinske kisline za IDO1 skozi 
interferonsko pot je jedrni transkripcijski faktor κB [38]. Izražanje IDO1 je nadzorovano tudi 
s strani Bin1. To je supresor tumorskega gena, ki je povezan s povečanim izražanjem IDO1 
preko poti jedrnega transkripcijskega faktorja κB ter poti signalnega pretvornika in 
aktivatorja transkripcije 1 [39]. Receptor za arilne ogljikovodike tudi vpliva na izražanje 
IDO1, tako da spodbuja od L-kinerunina odvisno indukcijo IDO1, poleg tega pa prispeva k 
regulaciji proteolize IDO1 in proteinov, ki vplivajo na razpolovni čas encima [40]. Na 
aktivnost in razpolovni čas encima vplivajo tudi specifični posttranslacijski mehanizmi. Na 
primer dušikov monoksid (NO) reagira s hem kofaktorjem na IDO1, pri čemer nastane 
železov(III) hem in nitrat (NO3), kar vodi do od odmerka odvisne in reverzibilne inhibicije 
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encimske aktivnosti [41]. Nastanek endogenega NO pospeši proteosomalno razgradnjo 
IDO1. Hipoksija (pomankanje preskrbe s kisikom v tkivih) vodi do zmanjšanja IDO1 
izražanja in posledično zmanjšanega nastajanja Kyn. Zmanjšanje aktivnost IDO1 med 
hipoksijo spodbuja aktivacijo imunskih celic, vendar pa hipoksično stanje zavira izločanje 
efektorskih CD4+ T-celičnih citokinov, še posebej interferona γ (IFN-γ), ki uravnava 
ekspresijo IDO1 [42]. Na nivoju proteinov IDO1 regulira predvsem proteosomalna 
razgradnja kot odgovor na imunogene dražljaje. V vnetnih pogojih se supresor citokinskega 
signaliziranja 3 veže na IDO1 in nastali kompleks postane tarča  poliubikvitacije (vezava 
proteinov ubikvitinov), kar vodi v proteosomalno razgradnjo [42]. 
IDO1 pot je bila sprva opisana kot prirojen imunski mehanizem, ki brani organizem pred 
infekcijami. Ta imunski mehanizem IDO1 je podprt tudi s strani protipatogenega učinka 
triptofanskih metabolitov (L-Kyn, L-hidroksikinurenin, 3-hidroksiantranilna kislina, 
kinolinska kislina, pikolinska kislina), ki preprečijo deljenje in širjenje znotrajceličnih 
patogenov [43]. Novejše študije kažejo, da visoke koncentracije IDO1 nastajajo po 
stimulaciji z IFN-γ, ki močno zavira širjenje efektorskih celic T. Nabiranje triptofanskih 
metabolitov je induciralo diferenciacijo regulatornih celic T in apoptozo efektorskih celic T 
[44]. Kasneje je postalo jasno, da ravnovesje med imunoprotektivno in imunosupresivno 
vlogo IDO1 in triptofanskih metabolitov strogo nadzoruje stehiometrija lokalnih dejavnikov, 
kot so IL-6, IL-12, CD40, IFN-γ, CTLA-4, IL-10, PD-1 [45]. Rezultat delovanja teh lokalnih 
dejavnikov je modulacija izražanja IDO1 in pomoč pri vzdrževanju globalne imunske 
homeostaze in periferne imunske tolerance. Povišana aktivnost IDO1 je povezana s 
številnimi boleznimi vključno z aterosklerozo, debelostjo, avtoimunsko boleznijo, večjimi 
okužbami (pljučnica, tuberkuloza, listerioza, gripa, virusni hepatitis B, virusni hepatitis C, 
virus humane imunske pomanjkljivosti, sepsa), zavrnitvijo presadkov in rakom [34]. 
1.4.3 IDO1 IN RAK 
Prvotno so IDO1 obravnavali kot encim, ki deluje proti raku. Povečana aktivnost IDO1 naj 
bi izčrpala Trp iz tumorskih celic in zavirala njihovo rast [34]. Z novimi odkritji 
imunosupresivnih funkcij IDO1 pa so prepoznali aktivnost v korist raku. IDO1 je 
prekomerno izražen v več kot 50 % tumorjev, ki izrabljajo imunosupresivne mehanizme 
povezane z IDO1 za širjenje in preživetje [46]. Povišani koncentraciji IDO1 in Kyn zavirata 
funkcijo naravnih celic ubijalk, preprečita aktivacijo efektorskih celic T, spodbujata 
aktivacijo regulatornih celic T in diferenciacijo tolerogenih dendritičnih celic [34]. Vse to 
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igra vlogo pri zaviranju imunskega odziva na tumor [34]. Mišji modeli kažejo, da razvijajoči 
tumorji aktivno spodbujajo celice, ki izražajo IDO1 in inducirajo uravnavanje IDO1 s 
pomočjo dendritičnih celic in limfnih vozlov, ki odstranjujejo tumorje [47]. Pri raku prostate 
(tako pri ljudeh kot pri mišjih modelih) je indukcija IDO1 v dendritičnih celicah odvisna od 
prepisa (transkripcije) faktorja Foxo3 [48]. Ni točno znano, kateri faktorji vplivajo na Foxo3 
aktivacijo in posledično indukcijo IDO1 [45]. Eden izmed kandidatov, ki mogoče vplivajo 
na Foxo3 so regulatorne celice T, ki izražajo CTLA-4. CTLA-4 na površini regulatornih 
celic T veže CD80 na dendritičnih celicah, kar sproži izražanje IDO1 [49]. Ta povratna 
signalizacija od CTLA-4 do CD80 je najverjetneje posredovana preko Foxo3 [50]. 
Vzajemno pa lahko IDO1 aktivira diferenciacijo regulatornih celic T in zavre diferenciacijo 
limfocitov T CD4+ preko aktivacije proteinske kinaze GCN2 (angl. general control 
nonderepressible 2) poti, blokade kinazne mTOR (angl. mammalian target of rapamycin) 
poti in aktivacije poti preko receptorja za arilne ogljikovodike [45]. Tako pride do 
medsebojne krepitve in pozitivne zanke med IDO1 in supresivnimi regulatornimi celicami 
T v tumorskem mikrookolju [45]. Takšna imunosupresija je zelo nezaželena. Iz tega tudi 
izvira toliko zanimanja za zaviranje IDO1 kot dodatek pri imunoterapiji proti raku [45]. 
1.4.3.1 Vloga IDO1 pri imunskem preurejanju 
Genetske in biokemične značilnosti nastajajočega tumorja se določajo s postopkom 
»imunoeditinga« oziroma imunskega preurejanja, ki je proces preureditve delovanja 
imunskega sistema med razvojem tumorjev (Slika 3). Ta hkrati preprečuje in spodbuja 
nastajanje tumorja. V ta postopek so vključene tri faze, in sicer (1) eliminacija, (2) 
ravnovesje in (3) imunski pobeg [51]. V fazi eliminacije je večina spremenjenih celic 
učinkovito prepoznanih in uničenih s strani efektorskih celic, naravnih celic ubijalk in celic 
T [51]. V prvi fazi IDO1 nastaja v nizkih koncentracijah v mikrookolju tumorja in zavira 
njegovo proliferacijo [46]. V drugi fazi tumorske celice postanejo urejene zaradi nenehnega 
napadanja imunskega sistema in kopičijo mutacije [52]. V zadnji fazi nastaja IDO1 v 
tumorskih in tolerogenih imunskih celicah v velikih količinah [34]. Povečana količina IDO1 
vodi do povišanega proizvajanja Kyn, ki preprečuje delovanje efektorskih celic T in naravnih 
celic ubijalk [34]. Poleg tega IDO1 inducira aktivacijo in širitev regulatornih celic T, 
dendritičnih celic in mieloidnih dendritičnih celic ter zavira delovanje protitumornih celic T 
[34]. Ti mehanizmi skupaj vzpostavljajo imunosupresivno mikrookolje tumorja, ki podpira 
rast tumorja [53]. 
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Slika 3: Vloga IDO1 pri imunskem preurejanju (prirejeno po [34]).  
1.4.3.2 Vloga IDO1 pri diagnostiki raka 
Prekomerno izražanje IDO1 poveča relativno koncentracijo Kyn v primerjavi s Trp, zato se 
lahko sistemsko razmerje Kyn/Trp uporabi kot prognostični klinično-patološki marker za 
spremljanje invazivnosti in napredovanja raka [34]. Povišano sistemsko razmerje Kyn/Trp 
in povečana aktivnost IDO1 sta povezana s slabo prognozo in nizkim preživetjem bolnikov 
z rakom materničnega vratu in multiformnega gliablastoma [34]. Za zaznavanje 
triptofanskih metabolitov v tumorjih se uporabljajo radiooznačevalci in slikanje s 
pozitronsko emisijsko tomografijo [34]. Radioaktivna analoga Trp sta na primer α-
[11C]metil-L-triptofan in L- in D-1-[18F]fluoroetil-triptofan [54, 55]. Ti analogi zagotavljajo 
koristne informacije o odzivu na imunoterapijo in so ključni pri predkliničnem in kliničnem 
razvoju novih IDO1 zaviralcev [34]. 
1.4.4 ZAVIRALCI IDO1 
Mehanizem imunskega pobega, ki ga razvije tumorska celica, lahko vpliva na stopnjo 
uspešnosti terapije zdravljenja raka. Ker igra IDO1 pomembno vlogo pri imunskem pobegu 
za rakavo celico, lahko zaviralci IDO1 delujejo kot inovativna in obetavna strategija za 
zdravljenje raka [38]. Za doseganje boljših rezultatov zdravljenja je potrebno zaviralce IDO1 
uporabljati sočasno z drugimi terapijami, saj sami po sebi ne dosegajo dovolj dobrih 
rezultatov [38]. Struktura IDO1 zagotavlja različne načine vezave substratov in kofaktorjev, 
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kar omogoča razvoj kompetitivnih in nekompetitivnih zaviralcev [56]. IDO1 zaviralec naj 
bi idealno zaviral kinureninsko pot in s tem lokalno razgradnjo Trp v tumorskem 
mikrookolju in v limfnih vozlih, ki odstranjujejo tumorje, kjer je predstavitev tumorskih 
antigenov najučinkovitejša [56]. 
Trenutno je kar nekaj zaviralcev IDO1 v fazah kliničnega testiranja. Prvi IDO1 zaviralci so 
bili derivati Trp in indola. Najstarejši zaviralec je 2,5-dihidro-L-fenilalanin. Eden prvih pa 
je bil tudi racemna zmes D- in L- izomerov 1-metiltriptofana. Kasneje se je pri encimskih in 
celičnih testih bolje izkazal desnosučni enantiomer, znan tudi pod imenom indoksimod 
(NLG-8189) podjetja NewLink Genetics, ki je v drugi fazi kliničnega preizkušanja. Sicer pa 
triptofanski analogi niso najbolj učinkoviti v terapiji, saj že sam Trp nima zelo visoke 
afinitete do IDO1. Kinoni in kinonimini kot so hidrokinon, p-kinon, L-hidroksifenilalanin, 
L-epinefrin in menadion so zaviralci IDO1, vendar se kinoni niso izkazali za dovolj 
selektivne za zaviranje IDO1. Naravni zaviralci IDO1, ki so razmeroma aktivni, so derivati 
norharmana (beta karbolina). Drugi naravni zaviralci IDO1 so kurkumin (aktivna sestavina 
kurkume), brasinin (v kitajskem zelju), eksigvamin, triptamin, epigaloktekin galat, izvleček 
listov Crinum latifolium, Carthamus tinctorius, p-kumarna kislina, polifenoli, benzomalvin, 
tielavin, β-lapakon, naftalokinoni in drugi [38]. Imidazoli s predstavnikom 4-
fenilimidazolom in njegovimi derivati so obetavno izhodišče za razvoj zaviralcev IDO1, saj 
je njihova vezava v aktivno mesto encima dokazana z rentgensko kristalografijo, potrebno 
jih je le racionalno modificirati in jim zvišati selektivnost do IDO1, saj imidazoli zavirajo 
številne druge encime s hemom v strukturi. To bi dosegli z optimizacijo dela molekule 
imidazola, ki se veže v žep B. Na takšen način so podjetja NewLink Genetics, Genetech in 
Roche razvila spojino navoksimod (GDC-0919), z vrednostjo IC50 = 13 nM. 1,2,3-triazole 
so odkrili s farmakofornim modeliranjem leta 2010. Triazoli so pokazali nanomolarno 
aktivnost tako na encimskih kot tudi celičnih testih in predstavljajo zanimivo alternativo 
imidazolom zaradi večje selektivnosti do IDO1 v primerjavi z drugimi hem vsebujočimi 
encimi. N-hidroksiamidini so močni, reverzibilni, kompetitivni zaviralci IDO1, ki so jih v 
podjetju Incyte odkrili s pomočjo rešetanja visoke zmogljivosti. V tretjo fazo kliničnega 
preizkušanja je prišla spojina epakadostat (INCB24360), ki ima IC50 = 72 nM. S svojo 
obsežno mrežo vodikovih vezi izkazuje veliko selektivnost do IDO1. Epakadostat 
koordinativno vez tvori z O atomom hidroksiamidina, za razliko od večine drugih zaviralcev, 
ki koordinativno vez tvorijo z N atomom. PF-0684003 (EOS-200271) podjetij iTeos 




Slika 4: Aktivno mesto encima IDO1 z lipofilnima žepoma A (modro) in B (rumeno) in 
železovim ionom hema (vezavno mesto je oranžne barve) ter IDO1 zaviralci v fazi 
kliničnega preizkušanja: navoksimod, epakadostat, indoksimod in PF-0684003. Prirejeno po 
[35]. 
IDO1 zaviralci sami po sebi niso zadostni za zdravljenje rakavih obolenj, v kombinaciji z 
drugimi načini zdravljenja pa so precej obetavni, predvsem z radioterapijo in citostatiki.  
Kombinirane terapije so namenjene izboljšanju zaviranja lokalne imunosupresije okoli 
tumorskih tkiv in izboljšanju izkoreninjenja tumorja [34]. Kombinacija IDO1 zaviralcev in 
IFN-γ je obetavna imunoterapevtska strategija proti raku, ki učinkovito krepi protitumorsko 




2 NAMEN DELA 
Cilj našega dela je sintetizirati nove spojine, ki bi zavirale encim IDO1. Kot izhodišče smo 
izbrali že znan zaviralec IDO1 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksoetil)-3-(4-
fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on, ki je bil odkrit z virtualnim rešetanjem.  
Nove spojine bomo sintetizirali z reakcijo N-alkiliranja na mestu 5 (obkroženo z rdečo) 
osnovnega skeleta 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, ki ga predstavlja 
amidni dušik. Na osnovni skelet bomo poskušali pripeti 12 različnih alkil halogenidov, ki jih 
bomo sintetizirali ali uporabili iz zbirke reagentov. 
 
Slika 5: Načrtovane modifikacije na osnovnem skeletu. 
Nato bomo tako vmesnim kot tudi končnim spojinam s pomočjo različnih analitskih metod 
določili istovetnost in čistost. Končnim spojinam bomo ovrednotili zaviralno delovanje na 
rekombinantnem encimu IDO1 v sklopu biokemijskega testiranja. Dodatno bomo preverili 
selektivnost spojin na ostalih dveh izoformah IDO2 in TDO. Na podlagi informacij, ki jih bomo 
dobili iz rezultatov biokemijskega testiranja, bomo pridobili dodatne informacije o odnosu med 
strukturo in delovanjem izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onskih zaviralcev IDO1 in 
napovedali, kaj bi bilo v prihodnje še smiselno poskusiti.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 REAGENTI IN TOPILA 
Pri praktičnem delu smo uporabili reagente in topila: 
 dimetilsulfoksid (DMSO), 99,80 %, Eurisotop 
 kloroform (CDCl3), 99,80 %, Eurisotop 
 4-fluorobenzaldehid, ≥ 98,0 %, Fluka 
 hidroksilamonijev klorid (NH2OH x HCl), ≥ 97,0 %, TCI 
 tetrahidrofuran (THF), ≥ 99,8 %, Supelco 
 etanol (EtOH), ≥ 95 %, Carlo Erba 
 dietil eter (Et2O), ≥ 97,5 %, Supelco 
 natrijev klorid (NaCl), ≥ 99,0 %, Solana d.d. 
 natrijev sulfat (Na2SO4), ≥ 99,0 %, Supelco 
 etil acetat (EtOAc), ≥ 99,9 %, Carlo Erba 
 heksan (n-Hex), ≥ 95 %, Carlo Erba 
 N-klorosukcinimid (NCS), 99 %, Appollo Scientific 
 dimetilformamid (DMF), 99,8 %, Sigma-Aldrich 
 natrij (Na), ≥ 99,9 %, Sigma-Aldrich 
 absolutni etanol (abs. EtOH), ≥99,9 %, Supelco 
 2-cianoacetamid, 99 %, Sigma-Aldrich 
 trietilortoformat, ≥ 98 %, Fluka 
 acetanhidrid (Ac2O), ≥ 98,5 %, Merck 
 natrijev hidrid (NaH), 60 %, Sigma-Aldrich 
 benziltrietilamonijev klorid (BTEAC), 99 %, Sigma-Aldrich 
 kalijev jodid (KI), ≥ 99,5 %, Honeywell/Fluka 
 acetonitril (CH3CN), ≥ 99,9 %, Acros Organics 
 dioksan, ≥ 99,5 %, Merck 
 natrijev hidroksid (NaOH), Merck 
 klorovodikova kislina, 37 %, Merck 
 diklorometan (DCM), ≥ 99,9 %, Carlo Erba 
 kalijev karbonat (K2CO3), ≥ 99,0 %, Merck 
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 kloroacetil klorid, 98 %, Sigma-Aldrich 
 ogljikov tetrabromid (CBr4), 99 %, Janssen Chemica 
 trifenilfosfin, 99 %, Acros Organics 
 5-(bromometil)benzo[c][1,2,5]oksadiazol, 95 %, Enamine 
 4-nitrocinamil alkohol, 98 %, Sigma-Aldrich 
 p-nitrofenol, 98 %, Janssen Chemica 
 cinamil bromid, 97 %, Sigma-Aldrich 
 2-(klorometil)-6-nitro-1,3-benzoksazol, ≥ 90,0 %, Apollo Scientific 
 2-(bromometil)kinolin, ≥ 95,0 %, Apollo Scientific 
 4-nitrobenzil bromid, 99 %, Sigma-Aldrich 
 metil 4-(bromometil)benzoat, 97 %, Maybridge 
 metil-trans-4-bromobut-2-enoat, 85 %, Sigma-Aldrich 
 benzil bromid, 98,0 %, Fluka 
 pesek (silicijev dioksid), Sigma-Aldrich 
 aceton, ECP d.o.o. 
 Silikagel, Carl Roth 
3.2 LABORATORIJSKA OPREMA 
Za izvedbo laboratorijskega dela smo uporabljali steklovino (čaše, bučke, erlenmajerice, 
epruvete, pipete, liji ločniki, merilni valji, palčke, liji) z različnimi nazivnimi volumni, 
analitske tehtnice različnih natančnosti, magnetna mešala, grelnike, povratne hladilnike, 
spatule, ultravijolično luč (λ = 254 nm in λ = 366 nm), rotavapor, avtomatske pipete, puhalke, 
toplotno pištolo, plošče TLC. 
3.3. METODE 
3.3.1 Kromatografske metode 
3.3.1.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za spremljanje poteka kemijskih reakcij ter 
določevanja čistosti vmesnih in končnih spojin. Uporabili smo plošče Silica gel 60 F254 
prozvajalca Merck. Plošče so sestavljene iz aluminijastega nosilca velikosti 20 cm x 20 cm, na 
katerega je nanešen 0,20 mm debel sloj silikagela s fluorescentnim indikatorjem. Kot mobilno 
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fazo za potovanje spojin po TLC ploščah smo uporabili mešanico EtOAc in n-Hex v različnih 
razmerjih. Detekcijo spojin smo izvedli pri valovnih dolžinah λ = 254 nm in 366 nm. 
3.3.1.2 Gravitacijska kolonska kromatografija 
Gravitacijska kolonska kromatografija je ločitvena metoda, pri kateri sta stacionarna in 
mobilna faza znotraj navpične steklene cevi – kolone. Na podlagi razlik v hitrosti gibanja skozi 
medij, lahko ločimo komponente. Kolonsko kromatografijo smo uporabljali, da smo očistili 
naš vzorec nečistot. Velikost kolone smo izbrali glede na maso vzorca. Za stacionarno fazo 
smo uporabili silikagel z velikostjo delcev 0,040 mm – 0,063 mm. Mobilna faza pa je bila 
mešanica EtOAc in n-Hex v različnih razmerjih. 
3.3.1.3 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
HPLC je metoda s katero smo ovrednotili čistost končnih spojin. Vzorce smo posneli na 
sistemu Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 System (Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, 
ZDA) z metodo reverznofazne tekočinske kromatografije visoke ločljivosti. Za to smo 
uporabili kolono Agilent Extend – C18 (4,6 x 150 mm, 3,6 μm), s hitrostjo pretoka 1 mL/min. 
Volumen injiciranja vzorca je bil 5 μL, temperatura pa 50 °C. Kot mobilno fazo smo uporabili 
0,1 % raztopino TFA v vodi in acetonitril, katerega gradient smo spreminjali. Koncentracija 
spojine v acetonitrilu je bila 0,1 mg/mL. Pri metodi je gradient acetonitrila znašal: 0-12 min: 
10-90 % , 12-14 min: 90 %, 14-15 min: 90-10 %.  
3.3.2 Spektroskopske metode 
3.3.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Jedrsko magnetno resonanco smo uporabili za identifikacijo in preverjanje čistosti vmesnih in 
končnih spojin. Meritve jedrske magnetne resonance smo posneli na Bruker AVANCE III 400 
DPX (Bruker Corp., MA, ZDA; 400 MHz za 1H, 100 MHz za 13C) pri temperaturi 25 °C. Kot 
topilo smo uporabljali devteriran kloroform (CDCl3) in devteriran dimetilsulfoksid (DMSO-
d6). Interni standard je bil tetrametilsilan TMS. Za vmesne produkte smo posneli 
1H spektre, 
za končne spojine smo posneli 1H in 13C spektre in posnete spektre obdelali v programu 
MestReNova verzije 6.0.2 (Mesterlab Research S.L.), s pomočjo katerega smo določili 
kemijske premike (δ) in sklopitvene konstante (J). Kemijski premiki so podani v ppm relativno 
glede na interni standard (δ = 0,00 ppm). Sklopitvene konstante so podane v Hertzih (Hz). 
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Glede na obliko smo vrhove označili s standardnimi kraticami za singlet (s), dublet (d), triplet 
(t), multiplet (m). 
3.3.2.2 Masna spektroskopija (MS) 
Z masno spektroskopijo smo identificirali vmesne produkte in končne spojine. Pri tem smo 
uporabili masna spektrometra Advion Expression CMS (Advion, Inc., NY, ZDA) in 
ExactiveTM Plus Orbitrap Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, ZDA)  na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.3.3 Določanje temperature tališča 
Temperature tališča oziroma talilne intervale smo določali vsem vmesnim produktom in 
končnim spojinam v trdnem agregatnem stanju na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno 
mizico (Leica) in termometrom 52 II Thermometer (Fluka) na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani. 
3.3.4 Poimenovanje in risanje spojin 
Za risanje posameznih struktur in reakcijskih shem smo uporabili računalniški program 
ChemDraw Professional 16.0.1.4 (PerkinElmer Informatics, Inc., MA, ZDA). S programom 
smo si pomagali tudi pri poimenovanju struktur po nomenklaturi IUPAC in določanju 
karakteristik spojin. 
3.3.5 Biokemijsko testiranje 
Biokemijsko testiranje smo izvedli na Fakulteti s farmacijo s pomočjo asist. Ane Dolšak, mag. 
farm. Vse končne spojine, ki so imele čistost nad 95 %, so bile testirane na rekombinantnem 
humanem encimu rhIDO1. Test smo izvedli po metodi iz literature [59]. Test temelji na 
razgradnji L-Trp do NFK, ki v naslednji stopnji reagira s piperidinom do fluorofora, kateremu 
merimo intenziteto fluorescence. Ta je v sorazmerju z aktivnostjo encima in v obratnem 




Slika 6: Razgradnja L-Trp do NFK in tvorba fluorofora (prirejeno po [59]) 
Najprej smo pripravili osnovne raztopine reagentov 1 – 7 (Preglednica 3). Kot pufer smo 
uporabili 50 mM kalijev fosfat, pri pH 6,5, z dodatkom 0,01 % Tween-a 20. Solubilizator 
Tween 20 smo dodali, da se niso tvorili agregati. Končne spojine (4) smo raztopili v DMSO, 
katerega vloga je bila omogočati zadostno topnost le-teh. Slepo meritev so predstavljali vsi 
reagenti brez encima, negativno kontrolo je predstavljal DMSO z vsemi reagenti in encimom, 
medtem ko je pozitivno kontrolo predstavljal epakadostat (ki je znan močan zaviralec IDO1) z 
vsemi regenti in encimom. 
Preglednica 3: Reagenti, uporabljeni pri kemijskem testiranju (prirejeno po [59]) 
Reagent Volumen, končna 
koncentracija 
Vloga 
1 Natrijev askorbat  10 μL, 10 mM, nevtraliziran 
z 1 M NaOH 
Reducira metilensko 
modrilo in indirektno 
omogoča aktivnost IDO1 
2 Metilensko modrilo 10 μL, 10 μM Ohranja Fe2+ obliko železa, 
saj je pri IDO1 problem 
avtooksidacija in prehod v 
Fe3+ obliko, zaradi katere 
encim izgubi aktivnost 
3 Goveja katalaza 10 μL, 100 μg/mL  Preprečuje oksidacijo s 
peroksidom 
4 Končna spojina v DMSO 2 μL, 100 μM; 2 % DMSO Določamo zaviralni učinek 
le-te 
5 rhIDO1 50 μL, 5 nM Encim, na kateremu 
določamo zaviralni učinek 
6 L-Trp 18 μL, 80 μM Substrat, ki ga encim 
porablja 
7 Piperidin 100 μL, 200 mM Reagira z NFK, da tvori 
fluorofor 
 
V določeno vdolbino mikrotitrske plošče smo odpipetirali reagente 1 – 6 in inkubirali 30 min 
na 37 °C. Dodali smo še reagent 7 in inkubirali še dodatnih 20 min na 65 °C. Po 60 min 
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inkubacije na sobni temperaturi smo izmerili intenziteto fluorescence pri λexc = 400 nm, in λem 
= 500 nm. 
Zaviralno delovanje posamezne končne spojine smo določali preko rezidualne aktivnosti (RA) 
encima glede na izmerjeno intenziteto fluorescence. 
RA = 
intenziteta fluorescence končne spojine v DMSO





4 EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 PRIPRAVA OSNOVNEGA GRADNIKA 
4.1.1 SINTEZA 4-fluorobenzaldehid oksima (spojina 1) 
 
V 250 mL bučki smo v zmesi topil THF/EtOH/H2O (60 /150 /30 mL) raztopili 
hidroksilamonijev klorid (3,70 g, 53,2 mmol, 1.1 ekv.). Nato smo dodali 4-fluorobenzaldehid 
(5,19 mL, 48,4 mmol, 1.0 ekv.) in raztopino mešali 25 min pri sobni temperaturi.  
IZOLACIJA: EtOH in THF smo odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku, zaostalo vodno 
fazo pa smo ekstrahirali z Et2O (3 x 60 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino 
NaCl in sušili z Na2SO4. Filtratu smo odparili topilo. 
IUPAC ime 4-fluorobenzaldehid oksim 
 
1 
Molska masa 139,13 g/mol 
Izgled Bledo rumeni kristali 
Izkoristek 96 % 
Ttališča 70 – 73 °C (v literaturi: 85 – 87 °C [60]) 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 2:1, V/V) = 0,56 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 8,12 (s, 1H), 7,60 – 7,53 (m, 2H), 7,11 – 7,04 (m, 2H), 1H 
od OH je izmenjan 
 
4.1.2 SINTEZA hidroksibenzimidoil klorida (spojina 2) 
 
Spojino 1 (6,46 g, 46,5 mmol, 1,0 ekv.) smo v 50 mL bučki raztopili v brezvodnem DMF (16 
mL). Postopoma smo dodali N-klorosukcinimid (NCS; 6,21 g, 46,5 mmol, 1,0 ekv.). Raztopina 
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je na začetku postala rahlo rumena, po 10 min pa je popolnoma izgubila barvo. Raztopino smo 
pri sobni temperaturi mešali preko noči. 
IZOLACIJA: Reakcijski zmesi smo dodali vodo (60 mL) in produkt ekstrahirali iz mešanice 
n-Hex (100 mL) in etra (20 mL). Združene organske faze smo sušili z Na2SO4, odparili topilo 
pod znižanim tlakom in dobili trden produkt. 
IUPAC ime 4-fluoro-N-hidroksibenzimidoil klorid 
 
2 
Molska masa 173,57 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 82 % 
Ttališča 60 – 62 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:2, V/V) = 0,73 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,88 – 7,82 (m, 2H), 7,80 (s, 1H), 7,13 – 7,07 (m, 2H) 
MS (ESI+) m/z za C7H6ClFNO [M+H]
+: izračunan 174.01, izmerjen 174,14 
 
4.1.3 SINTEZA 5-amino-3-(4-fluorofenil)izoksazol-4-karboksamida (spojina 3) 
 
Najprej smo pripravili raztopino NaOEt v EtOH iz Na (1,31 g, 57,2 mmol, 1,5 ekv.) in 
absolutnega EtOH (150 mL). To smo nato dodajali po kaplicah v raztopino 2-cianoacetamida 
(3,20 g, 38,1 mmol, 1,0 ekv.) in absolutnega EtOH (50 mL) pri 50 °C. Ko smo dodali polovico 
tekočine, se je vse raztopilo, potem pa postalo motno. Raztopino, ki je na koncu postala 
prozorna, smo ohladili na ledeni kopeli in ji s kapljanjem postopoma dodali spojino 2 (6,85 g, 
38,1 mmol, 1,0 ekv.) in absolutni EtOH (100 mL). Suspenzijo, ki smo jo dobili, smo mešali 30 
min pri sobni temperaturi in nato pri temperaturi refluksa čez noč.  
IZOLACIJA: EtOH smo odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku, preostanku dodali vodo 






Molska masa 221,19 g/mol 
 
3 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 60 % 
Ttališča 188 – 190 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:2, V/V) = 0,45 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,64 (rs, 2H), 7,63 – 7,57 (m, 2H), 7,39 – 7,31 (m, 2H), 6,21 
(rs, 2H) 
MS (ESI+) m/z za C10H8FN3O2Na [M+Na]
+: izračunan 244.05, izmerjen 244,18 
 
4.1.4 SINTEZA 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (spojina 4) 
 
V 50 mL bučko smo dodali spojino 3 (5,07 g, 22,9 mmol, 1,0 ekv.), trietilortoformat (3,81 mL, 
22,9 mmol, 1,0 ekv.) in acetanhidrid (45 mL). Pri temperaturi refluksa smo pustili čez noč. 
Bučko z raztopino smo dali na ledeno kopel. 






Molska masa 231,19 g/mol 
Izgled Bledo rumeni kristali 
Izkoristek 32% 
Ttališča 230 – 232 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 2:1, V/V) = 0,42 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 13,17 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,41 – 8,35 (m, 2H), 
7,47 – 7,37 (m, 2H) 
MS (ESI-) m/z za C11H5FN3O2 [M-H]





4.2 N-alkiliranje – SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE KONČNIH 
SPOJIN 
V 50 mL bučko smo zatehtali spojino 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.), nato smo preko septuma 
z iglo in brizgo dodali 8 mL brezvodnega acetonitrila in 2 mL brezvodnega DMF. S plastično 
žličko smo dodali 60 % disperzijo NaH v mineralnem olju (48 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.). Med 
dodajanjem NaH se je raztopina penila, saj je nastajal plin H2. Dodali smo še 
benziltrietilamonijevega klorida (10 % m/m). Pustili smo mešati 15 min na sobni temperaturi 
in dodali KI (183 mg, 1,1 mmol, 1,1 ekv.) in ustrezen alkilant. Zmes se je v argonovi atmosferi 
mešala pri sobni temperaturi čez noč. 
IZOLACIJA: Produkt smo ekstrahirali z EtOAc (2 x 40 mL) in H2O (20 mL), na koncu pa smo 
združeni organski fazi spirali še z nasičeno raztopino NaCl (20 mL), sušili z Na2SO4 in odparili 
topilo. Končni produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo. 
Preglednica 4: Substituenti v končnih spojinah 




























4.2.1 Sinteza spojine 5 
 
Sintezo spojine 5 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in benzil bromida (143 
μL, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) kot alkilanta po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Namesto 
ekstrakcije smo pri spojini 5 izvedli filtriranje z odsesavanjem, saj je pri dodatku vode v 
reakcijsko zmes nastala bela oborina. Pri kolonski kromatografiji smo za mobilno fazo 






Molska masa 321,31 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 88 % 
Ttališča 148 – 150 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:2, V/V) = 0,42 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,02 (s, 1H), 8,33 – 8,26 (m, 2H), 7,42 – 7,31 (m, 5H), 7,31 – 




δ (ppm) = 49,48; 99,80; 115,87 (d, JC-F =21,9 Hz); 123,54 (d, JC-F = 3,2 
Hz); 127,81; 127,85; 128,62; 131,05 (d, JC-F = 8,8 Hz); 136,00; 154,91; 
156,91; 158,36; 163,70 (d, JC-F = 249,2 Hz); 175,32  
HRMS (ESI+)  m/z za C18H13FN3O2 [M+H]
+: izračunan 322,0992, izmerjen 322,0988 




4.2.2 Sinteza spojine 6 
 
Sintezo spojine 6 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in metil-trans-4-
bromobut-2-enoata (143 μL, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) kot alkilanta po splošnem postopku sinteze 
končnih spojin. Pri kolonski kromatografiji smo za mobilno fazo uporabili mešanico EtOAc in 







Molska masa 329,28 g/mol 
Izgled Svetlo rumeni kristali 
Izkoristek 50 % 
Ttališča 111 – 113 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:1, V/V) = 0,33 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 8,77 (s, 1H), 8,44 – 8,11 (m, 2H), 7,44 – 7,37 (m, 2H), 6,99 
(dt, J = 15,8, 5,1 Hz, 1H), 5,97 (dt, J = 15,8, 1,5 Hz, 1H), 4,86 (dd, J 
= 5,0, 1,6 Hz, 2H), 3,64 (s, 3H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 46,95; 51,51; 99,85; 115,91 (d, JC-F = 21,9 Hz); 122,10; 
123,59 (d, JC-F = 3,1 Hz); 131,06 (d, JC-F = 8,8 Hz); 142,67; 154,76; 
156,48; 158,38; 163,72 (d, JC-F = 249,1 Hz); 165,59; 175,42 
HRMS (ESI+) m/z za C16H13FN3O4 [M+H]
+: izračunan 330,0890, izmerjen 
330,0880 




4.2.3 Sinteza spojine 7 
 
Sintezo spojine 7 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in metil 4-
(bromometil)benzoata (275 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) kot alkilanta po splošnem postopku sinteze 
končnih spojin. Pri kolonski kromatografiji smo za mobilno fazo uporabili mešanico EtOAc in 
n-Hex v razmerju 1:2.  






Molska masa 379,35 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 77 % 
Ttališča 141 – 143 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:2, V/V) = 0,25 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,02 (s, 1H), 8,35 – 8,25 (m, 2H), 7.95 – 7.89 (m, 2H), 7.53 – 
7.48 (m, 2H), 7,43 – 7,34 (m, 2H), 5,33 (s, 2H), 3,83 (s, 3H) 




δ (ppm) = 49,39; 52,17; 99,89; 115,92 (d, JC-F = 21,9 Hz); 123,51 (d, JC-F 
= 3,1 Hz); 127,86; 129,01; 129,43; 131,06 (d, JC-F = 8,8 Hz); 141,34; 
155,05; 156,57; 158,40; 163,72 (d, JC-F  =  249,2 Hz); 165,90; 175,40 
HRMS (ESI+) m/z za C20H15FN3O4 [M+H]
+: izračunan 380,1041, izmerjen 380,1035 




4.2.4 Sinteza spojine 8 
 
Sintezo spojine 8 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in 4-nitrobenzil 
bromida kot alkilanta (259 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) po splošnem postopku sinteze končnih 
spojin. Pri kolonski kromatografiji smo za mobilno fazo uporabili mešanico EtOAc in n-Hex 







Molska masa 366,30 g/mol 
Izgled Bledo rumeni kristali 
Izkoristek 70 % 
Ttališča 162 – 164 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:1, V/V) = 0,42 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,04 (s, 1H), 8,32 – 8,27 (m, 2H), 8,21 – 8,17 (m, 2H), 7,68 – 
7,63 (m, 2H), 7,43 – 7,36 (m, 2H), 5,39 (s, 2H) 




δ (ppm) = 49,31; 99,95; 115,96 (d, JC-F = 21,9 Hz); 123,48 (d, JC-F = 3,2 
Hz); 123,66; 128,84; 131,07 (d, JC-F = 8,9 Hz); 143,58; 147,02; 155,10; 
156,62; 158,43; 163,74 (d, JC-F = 249,3 Hz); 175,45 
49.31, 99.95, 115.96 (d, JC-F = 21.9 Hz), 123.49 (d, JC-F = 3.2 Hz), 128.84, 131.07 
(d, JC-F
 = 8.9 Hz), 143.58, 147.02, 155.10, 156.62, 158.43, 163.74 (d, JC-F = 249.3 
Hz), 175.45 
HRMS (ESI-) m/z za C18H10FN4O4 [M-H]
-: izračunan 365,0692, izmerjen 365,0699 




4.2.5 Sinteza spojine 9 
 
Sintezo spojine 9 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in 2-
(bromometil)kinolina (250 mg 1,13 mmol, 1.1 ekv.) kot alkilanta po splošnem postopku sinteze 
končnih spojin. Po koncu ekstrakcije je bila v organski fazi oborina, ki smo jo odfiltrirali z 
odsesavanjem in čistili s kolonsko kromatografijo. Pri kolonski kromatografiji smo za mobilno 






Molska masa 372,36 g/mol 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 73 % 
Ttališča 199 – 202 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 2:1, V/V) = 0,58 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 9,03 (s, 1H), 8,39 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,32 – 8,26 (m, 2H), 
7,98 (dd, J = 8,2, 0,9 Hz, 1H), 7,86 – 7,83 (m, 1H), 7,71 (ddd, J = 8,4, 
6,9, 1,4 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,58 (ddd, J = 8,0, 7,0, 1,1 Hz, 
1H), 7,41 – 7,34 (m, 2H), 5,59 (s, 2H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 51,08; 99,66; 115,90 (d, JC-F = 21,7 Hz); 119,99; 123,49 (d, 
JC-F = 4,3 Hz); 126,57; 127,10; 127,90; 128,55; 129,90; 131,06 (d, JC-F 
= 8,9 Hz); 137,09; 146,82; 155,55; 155,88; 156,60; 158,43; 163,69 (d, 
JC-F = 248,8 Hz); 175,59 
HRMS (ESI+)  m/z za C21H14FN4O2 [M+H]
+: izračunan 373,1095, izmerjen 373,1089 




4.2.6 Poskus sinteze spojine 10 
 
Poskus sinteze spojine 10 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in 2-
(klorometil)-6-nitro-1,3-benzoksazola  (255 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) kot alkilanta po splošnem 
postopku sinteze končnih spojin. Pri kolonski kromatografiji smo za mobilno fazo uporabili 
mešanico EtOAc in n-Hex v razmerju 1:1. 
8 
Komentar: Iz 1H NMR spektra je razvidno, da reakcija ni potekla. Spojina, ki bi morala nastati, 
je 3-(4-fluorofenil)-5-((6-nitrobenzo[d]oksazol-2-il)metil)izoksazolo[5,4-d]primidin-4(5H)-
on. Ko smo posneli 1H NMR spekter, pa smo ugotovili, da je spekter končne spojine enak 
spektru spojine 4, kar posledično pomeni, da reakcija ni potekla in imamo v reakcijski zmesi 
le izhodno spojino. Razlogov za to je lahko več. Mogoče reagent ni bil čist ali pa je razpadel. 
Lahko je reagent nestabilen v danih reakcijskih pogojih, kar je manj verjetno. Razlog je lahko 
tudi slaba topnost benzoksazola v uporabljenih topilih.   
4.2.7 Sinteza spojine 11 
 
Sintezo spojine 11 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in cinamil bromida 
(236 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) kot alkilanta po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Pri 
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kolonski kromatografiji smo za mobilno fazo uporabili mešanico EtOAc in n-Hex v razmerju 
1:2.  
Komentar: Reakcija je potekla z zelo slabim izkoristkom, zato nismo mogli dobiti dovolj čiste 
spojine. Produkt, ki bi ga morali dobiti, je 5-cinamil-3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-
d]pirimidin-4(5H)-on, vendar so bile na koncu vedno prisotne nečistote, kljub čiščenju 
končnega produkta z ekstrakcijo s topili in kolonsko kromatografijo. Nobena frakcija ni bila 
čista nad 95 %, kar nam je onemogočalo vrednotenje zaviralnega delovanja spojine 11 na 
biokemijskem testiranju.  
4.2.8 Poskus sinteze spojine 12 
 
HIDROLIZA: Spojini 7 (45 mg, 0,1 mmol, 1,0 ekv.) smo dodali 1,4-dioksan (5 mL) in 1M 
NaOH (5 mL). Pustili smo čez noč mešati pri sobni temperaturi. 
IZOLACIJA: Ekstrahirali smo iz vode (20 mL), ki smo jo sprali z EtOAc (2 x 25 mL). Med 
ekstrakcijo je moral biti pH vodne faze višji od 8. Po koncu ekstrakcije smo vodno fazo nakisali 
z 1M HCl do pH 2. Iz vodne faze se je izoborila bela oborina, ki smo jo odfiltrirali z 
odsesavanjem.. Pri kolonski kromatografiji smo kot mobilno fazo uporabili čisti EtOAc, saj je 
le tako spojina potovala skozi kolono, saj je kislina in se močno veže na stacionarno fazo.  
Komentar: Iz 1H NMR spektra je razvidno, da je spojina čista, vendar to ni naš končni produkt 
4-((3-(4-fluorofenil)-4-oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)metil)benzojska kislina, ki bi 
morala nastati pri reakciji hidrolize. S to metodo najverjetneje ne pride samo do hidrolize, 
ampak se je lahko poleg tega verjetno odprl tudi pirimidinonski obroč in je prišlo do tvorbe 
karboksilne kisline na drugem mestu. 
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4.2.9 Poskus sinteze spojine 13 
 
HIDROLIZA: Spojini 6 (45 mg, 0,1 mmol, 1,0 ekv.) smo dodali 1,4-dioksan (2 mL) in 4 M 
NaOH (2 mL) (postopek A). Enako smo naredili s 4 M HCl (postopek B). Reakcijsko zmes z 
NaOH smo pustili mešati čez noč pri sobni temperaturi, medtem ko smo reakcijsko zmes s HCl 
segrevali 2 h pri temperaturi refluksa, preden smo jo pustili čez noč na sobni temperaturi.  
Komentar: Iz 1H NMR spektra je razvidno, da niti z 4 M NaOH niti s 4 M HCl ni nastala 
spojina 4-(3-(4-fluorofenil)-4-izoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H-il)but-2-enojska kislina, ki bi 
morala nastati kot produkt hidrolize. S to metodo najverjetneje ne pride samo do hidrolize, 
ampak se je lahko poleg tega odprl tudi pirimidinonski obroč in je prišlo do tvorbe karboksilne 
kisline na drugem mestu. 
4.2.10 Sinteza spojine 14 
 
p-Nitrofenol (1,39 g, 10,0 mmol, 1,0 ekv.) smo v 50 mL bučki raztopili v brezvodnem DKM 
(10 – 12 mL) in brezvodnem acetonitrilu (5 mL) in po kapljicah dodali kloroacetil klorid (877 
µL, 11,0 mmol, 1,1 ekv.). Na bučko smo dodali klor-kalcijevo cevko, saj pri reakciji izhaja 
HCl. Dodali smo K2CO3 (1,38 g, 10,0 mmol, 1,0 ekv.) in katalizator 4-dimetil aminopiridin 
(0,122 g, 1,0 mmol, 0,1 ekv.) in pustili mešati čez noč. 
IZOLACIJA: Ekstrahirali smo najprej z DKM (40 mL) in vodo (25 mL), nato pa še z raztopino 
K2CO3 (2 x 25 mL), na koncu pa še z nasičeno raztopino NaCl in organsko fazo sušili z Na2SO4 
in odparili topilo.  
IUPAC ime 4-nitrofenil-2-kloroacetat  
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Molska masa 215,59 g/mol 
 
14 
Izgled Bledo rumeno-rjavi kristali 
Izkoristek 87 % 
Ttališča 78 – 80 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:2, V/V) = 0,28 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 8,37 – 8,29 (m, 2H), 7,54 – 7,46 (m, 2H), 4,75 (s, 2H) 
 
4.2.11 Sinteza spojine 15 
 
4-Nitrocinamil alkohol (2,00 g, 11,2 mmol, 1,0 ekv.) smo v bučki raztopili v DKM (50 mL) in 
ohladili na 0 °C. Previdno smo dodali ogljikov tetrabromid (5,54 g, 16,7 mmol, 1,5 ekv.) in 
trifenilfosfin (4,38 g, 16,7 mmol, 1,5 ekv.). Pri dodatku trifenilfosfina se je reakcijska zmes iz 
bledo rumene nenadno obarvala v temno rjavo. Reakcijsko zmes smo pustili mešati čez noč na 
ledeni kopeli. Produkt smo očistili na kolonski kromatografiji, kjer smo kot mobilno fazo 
uporabili mešanico EtOAc in n-Hex v razmerju 1:2.  
IUPAC ime 4-nitrocinamil bromid  
 
15 
Molska masa 242,07 g/mol 
Izgled Svetlo rumeni kristali 
Izkoristek 85 % 
Ttališča 59 – 61 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:2, V/V) = 0,65 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8,21 – 8,16 (m, 2H), 7,54 – 7,50 (m, 2H), 6,72 – 6,68 (m, 




4.2.12 Poskus sinteze spojine 16 
 
Poskus sinteze spojine 16 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in spojine 14 
(259 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) kot alkilanta po splošnem postopku sinteze končnih spojin. 
Komentar: Iz 1H NMR spektra je razvidno, da reakcija ni potekla. Končni produkt reakcije bi 
bil 4-nitrofenil-2-(3-(4-fluorofenil)-4-oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)acetat. 
Razlogov, da reakcija ni potekla, je lahko več. Reagent je lahko bil nečist, je nestabilen v danih 
reakcijskih pogojih ali ima slabo topnost v uporabljenih topilih. 
4.2.13 Sinteza spojine 17 
 
Sintezo spojine 17 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in spojine 15 (290 
mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) kot alkilanta po splošnem postopku sinteze končnih spojin. Pri 









Molska masa 392,34 g/mol 
Izgled Rumeni kristali 
Izkoristek 67 % 
Ttališča 168 – 170 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex, 1:1, V/V) = 0,44 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 8,86 (s, 1H), 8,38 – 8,32 (m, 2H), 8,20 – 8,14 (m, 2H), 7,73 
– 7,68 (m, 2H), 7,45 – 7,37 (m, 2H), 7,76 – 7,72 (m, 2H), 4,90 (s, 2H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6)
 
δ (ppm) = 47,83; 99,78; 115,92 (d, JC-F = 21,9 Hz); 123,59 (d, JC-F = 
3,2 Hz), 123,89; 127,44; 129,36; 130,24; 131,13 (d, JC-F = 8,8 Hz), 
142,77; 146,54; 154,83; 156,49; 158,44; 163,72 (d, JC-F = 249,0 Hz); 
175,39 
HRMS (ESI+)  m/z za C20H14FN4O4 [M+H]
+: izračunan 393,0994, izmerjen 393,1047 
HPLC tR = 10,450 min, 98,76 %, čistost pri 254 nm 
 
4.2.14 Sinteza spojine 18 
 
Sintezo spojine 18 smo izvedli iz spojine 4 (231 mg, 1,0 mmol, 1,0 ekv.) in 5-
(bromometil)benzo[c][1,2,5]oksadiazola (256 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv.) kot alkilanta po 
splošnem postopku sinteze končnih spojin. Pri kolonski kromatografiji smo za mobilno fazo 






Molska masa 363,30 g/mol 
 
18 
Izgled Rumeni kristali 
Izkoristek 49 % 
Ttališča 165-167 °C 
TLC Rf  (EtOAc/n-Hex) = 1/1, V/V) = 0,44 
1H NMR (400 
MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 9,00 (s, 1H), 8,38 – 8,28 (m, 2H), 8,07 (dd, J = 9,3; 0,9 Hz, 1H), 
7,94 – 7,97 (m, 1H), 7,67 (dd, J = 9,4; 1,4 Hz, 1H), 7,42 – 7,36 (m, 2H), 





δ (ppm) = 49,45; 100,12; 113,32; 115,94 (d, JC-F = 21,9 Hz); 116,39; 123,56 
(d, JC-F = 3,1 Hz), 131,07 (d, JC-F = 8,9 Hz), 133,07; 141,11; 148,39; 148,92; 
155,07; 156,73; 158,46; 163,71 (d, JC-F = 249,2 Hz); 175,50 
HRMS 
(ESI+)  
m/z za C18H11FN5O3 [M+H]
+: izračunan 364,0840, izmerjen 364,0902 





5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
Končne spojine smo pripravili s petstopenjsko sintezo, kot izhodno spojino smo uporabili 
aromatski aldehid, ki je komercialno dostopen.  
Nekatere sinteze po postopku N-alkiliranja niso uspele ali pa so bile končne spojine tako 
nečiste, da pri njih biokemijsko testiranje ni bilo smiselno. Dve končni spojini smo želeli dobiti 
še s hidrolizo v zadnji stopnji, ki pa ni dala želenih končnih spojin. 
5.1.1 Mehanizem sinteze spojine 1  
Reakcija nastanka spojine 1 je potekla po mehanizmu nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo. 
Aromatski aldehid reagira s hidroksilaminom (NH2OH), pri čemer nastane ustrezen oksim, ki 
je razmeroma stabilna spojina. V prvi stopnji poteče nukleofilna adicija dušika NH2OH na 
elektrofilni C-atom aldehida, nato pride do dehidracije oziroma eliminacije vode, pri čemer 
pomaga proton iz HCl, ter nastanka oksima [61]. Mešanico topil THF/EtOH/H2O smo 
uporabili, da smo dosegli ustrezno topnost uporabljenih reagentov in tako omogočili, da je 
reakcija potekla nemoteno.  
 
Slika 7: Reakcijski mehanizem nastanka spojine 1 (prirejeno po [61]). 
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5.1.2 Mehanizem sinteze spojine 2 
Reakcija med oksimom in NCS je elektrofilna substitucija. Na C-atomu oksima je negativni 
naboj, ki napade elektrofilni Cl na NCS, pri čemer izstopi proton. Klor se doda k oksimu, pri 
čemer dobimo imidoil klorid, kot je prikazano na sliki 8. Kot topilo smo uporabili brezvodni 
DMF, saj je aprotično polarno topilo, kar pomeni, da na kisikovem atomu nima vezanega 
vodikovega atoma. Delali smo v brezvodnih pogojih, saj bi lahko voda kot potencialen 
nukleofil reagirala z NCS [61, 62]. 
Produkt smo ekstrahirali z vodo, n-Hex in etrom, ker smo želeli odstraniti DMF, ki ga je precej 
težavno odpariti pod znižanim tlakom. DMF se meša z etrom in vodo, z n-Hex pa ne. Naš 
produkt pa je bolje topen v n-Hex. S tem smo naš produkt ločili od DMF-ja, ki je po ekstrakciji 
ostal v n-Hex, DMF pa v vodni fazi. Tako smo dobili organsko fazo n-Hex in etra z našim 




Slika 8: Reakcijski mehanizem nastanka spojine 2 (prirejeno po [61]). 
5.1.3 Mehanizem sinteze spojine 3 
Najprej smo pripravili natrijev etoksid (NaOEt) iz natrija in absolutnega etanola. Absolutni 
etanol smo uporabili zaradi natrija, ki ob stiku z vodo daje natrijev hidroksid in plin vodik, ki 
je eksploziven. NaOEt je močna baza, ki v prvi stopnji odcepi šibko kisli proton iz α C-atoma 




Slika 9: Nastanek nukleofila iz 2-cianoacetamida. 
Nastane nukleofil, ki napade C-atom na imidoil kloridu (slika 10), pri tem poteče eliminacija 
kloridnega aniona. Pri temperaturi refluksa (~ 78 °C) je s ciklizacijo in tavtomerijo nastal 
izoksazolo-4-karboksamid. Brezvodne pogoje smo imeli tudi zato, ker lahko voda v drugi fazi 
reakcije moti ciklizacijo, saj lahko deluje kot boljši nukleofil [62]. 
 
Slika 10: Reakcijski mehanizem nastanka spojine 3. 
5.1.4 Mehanizem sinteze spojine 4 
V prvi stopnji nukleofilni dušik aminske skupine izokasazolo-4-karboksamida napade 
elektrofilni centralni C-atom ortoestra trietil ortoformata, na katerega so vezane tri enake etoksi 
skupine, ki so dobro izstopajoče skupine. Pri tem se odcepi ena molekula EtOH (slika 11). To 
poteče po reakcijskem mehanizmu nukleofilne substitucije SN2 [62]. Nato pride do eliminacije 
še ene molekule EtOH. Zatem karbonilni kisik intramolekularno napade imidni ester, pri čemer 
se molekula ciklizira, temu pa sledi vnovična eliminacija EtOH [65]. Tako nastane produkt, ki 
ga nato uporabimo za nadaljnje alkilacije. Acetanhidrid smo uporabili za aktivacijo 
elektrofilnega centralnega C-atoma ortoestra trietil ortoforata, ter kot topilo. Reakcijo smo 
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izvajali pri temperaturi refluksa (~ 136 °C), pri čemer sta visoka temperatura in manj polarno 
topilo pomagala pri eliminaciji. 
 
Slika 11: Reakcijski mehanizem nastanka spojine 4 (prirejeno po [65]). 
5.1.5 Mehanizem sinteze končnih spojin 
Končne spojine smo dobili z nukleofilno substitucijo na sp3 hibridiziranem C-atomu oziroma 
z N-alkiliranjem spojine 4 [66]. N-alkiliranje smo izvajali v brezvodnih pogojih, da smo se 
izognili vodi kot nukleofilu. Kot topilo smo uporabili brezvodni acetonitril, kateremu smo 
dodali brezvodni DMF, da smo izboljšali topnost. NaH je močna baza, ki smo jo uporabili za 
odcepitev šibko kislega protona amida s spojine 4. BTEAC (benziltrietilamonijev klorid) smo 
uporabili kot katalizator faznega prehoda, saj na nukleofilu po dodatku NaH nastane natrijeva 
sol, ki je slabše topna v aprotičnem topilu. BTEAC tako pomaga pri tvorbi C-N vezi in 
alkiliranju sekundarnih amidov [67]. Nastane N-nukleofil, ki je boljši nukleofil od 
karbonilnega kisika, in napade α C-atom na ustreznem alkilantu, pri čemer poteče eliminacija 
kloridnega oziroma bromidnega iona, ki sta dobro izstopajoči skupini (slika 12). Alkilante smo 




Slika 12: Reakcijski mehanizem nastanka končnih spojin (prirejeno po [66]). 
 
5.2 KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA 
Biokemijsko testiranje je bilo izvedeno na Fakulteti za farmacijo. Testiranih je bilo sedem 
končnih spojin: 5, 6, 7, 8, 9, 17 in 18 in sicer na rekombinantnih humanih encimih rhIDO1, 
rhIDO2 in rhTDO. Rezultati testiranja zaviralne aktivnosti končnih spojin na encimih so zbrani 
v preglednici 5. 
Preglednica 5: Rezultati testiranja aktivnosti končnih spojin na IDO1, IDO2 in TDO. 
Oznaka spojine in struktura  RA IDO1 pri 
100 μM spojine  
RA IDO2 pri 
100 μM spojine 




99 % 100 % 100 % 
 
6 
100 % 100 % 79 % 
 
7 





76 % 73 % 82 % 
 
9 
80 % 95 % 95 % 
 
17 
87 % 92 % 100 % 
 
18 
89 % 94 % 87 % 
 
Kot je vidno iz preglednice 5 imajo vse končne spojine enak skelet, ki je 3-(4-
fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on, razlikujejo se le v substituciji na amidnem 
dušiku. Da bi bilo smiselno določiti IC50, naj bi imela končna spojina RA ≤ 50 %. V primeru 
naših končnih spojin je RA vedno večji od 50 %, zato nobeni od končnih spojin nismo določali 
IC50.  
Če primerjamo spojini 5 in 8, ki se med seboj razlikujeta samo po nitro skupini na para mestu 
benzilnega fragmenta, opazimo, da ima spojina 8 močnejši zaviralni učinek na IDO1 od spojine 
5, kar nakazuje na to, da k zaviralnemu učinku prispeva substituent na mestu 4, kar bi lahko 
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upoštevali pri nadaljnjem razvoju IDO1 zaviralcev s tem skeletom. V sliki 13 smo spojine 6, 
7, 8 in 17 primerjali z aktivnima spojinama 19 in 20. Iz primerjave spojin 6 in 20 vidimo, da 
odsotnost aromatskega obroča vodi do neaktivne spojine. Pri podaljšanju distančnika med 
osnovnim izoksazolnim obročem in 4-nitrofenilnim fragmentom iz metilenske v alilno skupino 
(spojina 17 v primerjavi s spojino 8) prav tako vodi do zmanjšanja jakosti zaviranja. Spojini 7 
in 8 smo primerjali s spojinama 19 in 20, pri čemer smo ugotovili, da skrajšanje distančnika in 
odtranitev amidne vezi vodi do zmanjšanja oziroma izgube aktivnosti. Iz primerjave spojin 17 
in 19 smo zaključili, da trans alken sicer delno oponaša amidno vez, ki se nahaja v spojini 
zadetku iz virtualnega rešetanja, vendar pa zaradi odsotnosti kisika in dušika ni možnosti tvorbe 
vodikovih vezi [68]. Z našo študijo smo torej ugotovili, da je za zaviralno delovanje pomemben 
ustrezen distančnik, ki preko amidne vezi povezuje osnovni skelet in p-substituiran aromatski 
obroč (slika 13). 
 
Slika 13: Vpliv sprememb v N-alkilnem fragmentu na zaviralno delovanje na IDO1. 
Presenetljivo je tudi, da spojina 18 nima večjega zaviralnega učinka, saj so v predhodnih 
študijah nakazali, da furazanski obroč lahko tvori vodikovo vez s propanojsko skupino v 
obroču hema [35]. Razlog je mogoče v tem, da je furazan na napačnem mestu in bi ga bilo v 
prihodnje smiselno uvesti na kakšno drugo mesto v molekuli. 
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Največji zaviralni učinek na IDO1 sta pri naši seriji izkazovali spojini 8 in 9, z RA 76% in 80 
%. Obe spojini vsebujeta aromatski obroč in en dušikov atom, kar mogoče nakazuje na to, da 
sta lahko pomembna pri interakciji z aminokislinami v aktivnem mestu, saj lahko tvorita 
vodikove vezi, Van der Waalsove in/ali hidrofobne interakcije.  
Nadalje se je preverila še aktivnost spojin napram IDO2 in TDO. Na IDO2 ima največji 
zaviralni učinek spojina 8, dosegla je namreč 27 % zaviranje encima. Zaviralni učinek drugih 
končnih spojin na IDO2 je zanemarljiv. TDO najbolj zavira spojina 6, ki na druga dva encima 
nima zaviralnega učinka. TDO v malce večji meri kot druge končne spojine zavirata tudi 





Indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1) predstavlja zanimivo tarčo za razvoj protitumornih 
učinkovin, zato zaviralci IDO1 predstavljajo inovativno in obetavno strategijo za zdravljenje 
raka. Trenutno je kar nekaj zaviralcev v fazi kliničnih testiranj. V sklopu magistrske naloge 
smo sintetizirali nove zaviralce z osnovnim skeletom 3-(4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-
d]pirimidin-4(5H)-onom, na katerega smo preko laktamskega dušika pripenjali različne 
substituente. 
Uspešno smo sintetizirali sedem končnih spojin, ki smo jim z analiznimi metodami določili 
istovetnost in čistost ter jih biokemijsko ovrednotili na humanih rekombinantnih encimih 
IDO1, IDO2 in TDO. Štiri končne spojine so izkazovale zaviralni učinek na IDO1 pri 100 µM, 
vendar pa zaviralni učinek le teh ni bil zadosten, da bi bilo smiselno, predvsem pa možno 
določiti še vrednost IC50. IDO1 sta najmočneje zavirali spojini 8 in 9, kar nakazuje na to, da 
sta za vezavo v aktivno mesto encima poleg osnovnega skeleta potrebna ustrezen distančnik z 
amidno vezjo in substituiran aromatski obroč. 
Tako smo v okviru magistrskega dela potrdili, da je prisotnost amidne vezi ključna za vezavo 
na encim, najverjetneje preko vodikovih vezi. V prihodnje bi bilo potrebno obdržati metilenski 
distančnik z amidno vezjo, preko katere bi bilo smiselno uvajati različne aromatske obroče z 
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